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Bevezetés

A rekombináns DNS (rDNS) technológia kialakulásá-
val lehetővé vált a humán és a mesterségesen előállí-
tott proteinek mikróbákba, illetve növényi- vagy em-
lős sejtekbe történő beépülése és kifejeződésre jutása 
(expresszálódása). Ezen felfedezést alapul véve, az el-
múlt években jelentősen megnőtt a monoklonális anti-
testek (mAb) kutatása és fejlesztése. A mAb-ok speci-
fikus sejtvonalból származó immunglobulinok (Ig); 
biológiai aktivitásukat a ligandumra (általában anti-
gén) jellemző specifikus kötődés jellemzi, ami függhet 
az immunrendszer válaszától, például az antitestfüggő 
sejtes- és a komplementfüggő citotoxicitástól. Mivel 
célzottan egyetlen antigénhez kötődnek, így kevesebb 
mellékhatást eredményeznek, mint a hagyományos 
kismolekulájú gyógyszerek. Rendkívüli jelentőséggel 
bírnak a diagnosztikában és a gyógyításban, ezért elő-
állításuk és a betegek számára hozzáférhető és alkal-
mazható készítményekké való formulálásuk új kihívás 
a szakemberek számára.

A mAb előállítása biotechnológiai úton

Paul Ehrlich a XX. század elején alkotta meg az ún. 
magic bullet elméletét, amely olyan anyagra vonatko-
zik, amely szelektíven hozzákötődik a patogénhez és a 
hozzá kapcsolt toxin segítségével specifikusan elöli a 
kórokozót [1]. Az első mAb-okat 1973-ban hozta létre 
Jerrold Schwaber és George Pieczenik humán-egér 
hibrid sejtekben, majd Georges J. F. Kohler és César 
Milstein továbbfejlesztette a technikát, amiért 1984-
ben Orvosi Nobel-díjat kaptak (megosztva Niels K. 
Jerne-vel) [2]. Az antitestek humanizálása (azaz egér 
és humán szekvenciákat is tartalmazó rekombináns 
fehérje előállítása) 1988-ban kezdődött Georg Winter 
munkája révén [3]. 

Az antitestek termelésére különböző technikákat 
használnak, az alábbiak szerint:
–– egérben – hibridóma sejtek létrehozásával – egér an-

titestek termelése,
–– genetikailag módosított egérben – kiméra/humani-

zált/humán antitestek termelése és
–– „fág display” technika révén – módosított humán 

antitestek létrehozása.

Antitestek termelése hibridómákban

A hibridóma olyan immortalizált (korlátlan szaporo-
dású, rákos szövetből származó sejt) antitest termelés-
re alkalmas sejt, amely mielóma sejt (korlátlan osztó-
dást biztosít) és immunizált egér lépsejt (antitest ter-
melésre képes) fúziójával keletkezik. Az egeret immu-
nizálják a megfelelő antigénnel, majd az egérből 
izolált lépsejteket fuzionáltatják mielóma sejtekkel. A 
mielóma sejtek nem tartalmaznak hipoxantin-guanin-
foszforibozil-transzferáz (HGPRT) enzimet, ezért 
csak a fúziós sejtek tudnak túlélni a speciális médium-
ban [4]. A nem fuzionált B sejtek is tartalmazzák ezt 
az enzimet, de élettartamuk rövid, gyorsan elpusztul-
nak. Az előállított hibridóma sejteket tovább szaporít-
ják és az általuk termelt antitesteket a tápfolyadékból 
kinyerik [5]. A módszerrel egér monoklonális antites-
tek nyerhetők (1. ábra). Ez a módszer az antitest ter-
melés egyik legelterjedtebb módja, elsősorban diag-
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nosztikus és egyéb antitestek termelésére javasolt. Te-
rápiás antitestek termelésére kevésbé használatos, 
ugyanis többszöri alkalmazás során allergiás reakciók 
léphetnek fel, egér ellenes humán antitestek (HAMA 
– human anti mouse antibody) képződhetnek. A 
HAMA-t csak 8-12 nappal a kezelés után lehet kimu-
tatni, a csúcskoncentráció 25-30 nap után jelentkezik.

Humanizált antitestek

A humanizált antitest egy olyan rekombináns fehérje, 
amely egér és humán szekvenciákat egyaránt tartal-
maz. A kiméra antitestek 75%-a, a humanizált antites-
tek kb. 90%-a humán. A humanizálás folyamán az 
egér antitest egyes részeit humánra cserélik azzal a 
céllal, hogy az egér ellenes humán antitestek (HAMA) 
termelődését kivédjék; az antitesteket általában emlős 
sejtkultúrákban termeltetik. Nagy előnye, hogy nem 
lép fel nem humán fehérjék elleni immunreakció.  A 
termelés in vitro is megvalósítható. 

A „fág display” technika

Olyan in vitro molekuláris bio-
lógiai technikáról van szó, 
amelynek során a fág felszínén, 
fúzióval, különböző fehérjék/
peptidek jeleníthetők meg. An-
titestek termelésére azért alkal-
mas, mert az ún. fág könyvtá-
rakkal elérhető lehetséges kom-
binációk száma hasonló (vagy 
nagyobb) az élő szervezetben 
előforduló lehetséges kombiná-
ciók számánál. Jól tervezhető 
rendszer, amely lehetőséget biz-
tosít a különböző tulajdonsá-
gokkal és kötődési képességek-
kel rendelkező antitestek létre-
hozására és termelésére [7]. A 

leggyakrabban az M13 fágot használják e célra, amely 
beépül a baktérium genomjába és csak növekedés 
csökkenést eredményez. 

A mAb szerkezete és nevezéktana

A mAb-ok alapváza egy „Y”-alakú monomer, amely 
két egyforma felépítésű nehézláncból és két egyforma 
könnyű láncból áll (2. ábra). Az egyes láncokat egy-
mással diszulfid-hidak kötik össze, amely összesen 
hat-nyolc konstans régiót és négy variábilis régiót je-
lent. Az „Y” ágainak végeit Fab fragmens-nek hívják, 
amely a nehéz- és a könnyű-lánc egy-egy variábilis és 
konstans régiójából áll és együttesen alkotja az anti-
gén kötő helyet a monomer N-terminális végén. A két 
variábilis régió a nekik megfelelő antigént köti. Az Fc 
fragmens – ami az „Y” alapját adja –, két nehézláncból 
áll, illetve két/ három régióból áll; a különböző sejtek 
receptoraihoz és a komplement fehérjékhez kapcsoló-
dik. A kapcsolódás következtében az ellenanyag kü-

1. ábra: Antitestek termelése hibridómákban [6]

2. ábra: A mAb-ok felépítése (A) [9] és a terápiában használt antitestek különböző típusai (B) [10]
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lönböző hatásokat vált ki, mint például opszonizáció 
(megjelölés a makrofágok számára), sejtlízis (sejtszét-
esés), degranuláció (hízósejt, basofil- és eozinofil-
granulociták kiürítik a mediátor anyagaikat) és egyéb 
folyamatokat [8].

Az Egészségügyi Világszervezet (WHO) a mAb-ok 
speciális szerkezetére utaló rövidítéseket tartalmazó 
nevezéktant alkotott az egységes alkalmazás céljából 
(I. táblázat) [11].

A mAb előállítása

A törzs-sejtbank a mAb-okat termelő sejtvonal homo-
gén szuszpenziója, amelynek egyenlő térfogatrészeit 
eltartás céljából egyszeri művelettel egyedi ampullák-
ba osztják szét és folyékony nitrogén segítségével -196 
°C-on tárolják. Ezt követően kiválasztanak egy, a 
megfelelő sejtvonalat tartalmazó ampullát a sejtbank-
ból és felolvasztják. Következő lépés a sejtszaporítás 
lombikban, majd egyre nagyobb fermentorokban. A 
sejtszaporítás, azaz a mAb termelése történhet rátáp-
lálásos, félfolyamatos és folyamatos módszerrel, vagy 
sejtvisszatartással. Ezt követően a sejttörmelékeket 
szűréssel leválasztják. A sejteket 0,65 μm pórusmére-

tű mikroszűrővel választják el. Az oldott fehérjéket a 
sejtek közül foszfát oldattal mossák ki. Az antitesteket 
olyan affinitás kromatográfiás tölteten kötik meg, 
amelynek liganduma a Staphylococcus protein A fe-
hérjéje. Ez az antitestek közös, Fc régiójához kapcso-
lódik, azaz minden antitestet megköt, más fehérjéket 
viszont nem. A megkötött antitesteket először kation
cserélő- majd anioncserélő kromatográfiával tisztítják, 
majd vírusmentesítik nanoszűréssel. A fermentlé mAb 
koncentrációja 100–150 mg/l. A végtermékben 10-20 
g/l-re van szükség, ezért koncentrálni kell, melynek 
legkíméletesebb módja az ultraszűrés. A mAb 
móltömege 180-190 kDa, a szűréshez tehát ez alatti 
vágású membrán szükséges. A koncentrálást követően 
a készítménnyé formulálás következik, különböző se-
gédanyagok hozzáadásával, majd egy utolsó steril 
szűrés és szilárd forma esetén liofilezés következik (3. 
ábra).

A mAb fejlesztésével és gyártásával kapcsolatos 
szabályozás

A fejlesztés során alaposan fel kell térképezni a szer-
kezetet, a hatásmechanizmust, a biológiai aktivitást, 

I. táblázat 
A mAb-ok nevezéktana

Előtag Célpont Eredet utótag

Változó

-ki(n)-interleukin
xi-kiméra antitest
zu-humanizált antitest
u-humán
o-rágcsáló

-mab
-ci(r)-kardiovaszkuláris
-co(l)-vastagbél tumor
-neu(r)-idegrendszer
-li-immunmoduláns antitest
-tu-tumor ellenes antitest

3. ábra: A mAb-ok előállításának főbb lépései [12]
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stabilitást és az immunkémiai tulajdonságokat. Gon-
dosan mérlegelni kell továbbá az immunválasz kivál-
tásának kockázatát. Ez különösen akkor érvényes, ha 
a termék nem rendelkezik magas humán immun
globulin-homológiával vagy ha potenciálisan immu
nogén antitest kötőhelyet azonosítanak a szerkezetben, 
ami klinikai mellékhatásokat eredményezhet és/vagy 
módosíthatja a terápia hatásosságát. A mAb-ok előál-
lításához használt sejtszubsztrátnak stabil és folyama-
tos monoklonális sejtvonalból, sejtbankból kell szár-
maznia, amelyet rDNS vagy más alkalmas technológi-
ák segítségével fejlesztettek ki. Ha a sejt szubsztrátját 
rDNS-technológiával állítják elő, az antitestek előállí-
tásához használt expressziós rendszer leírását az EMA 
(Európai Gyógyszerügynökség) rDNS technológia ál-
tal termelt gyógyszerkészítmények előállítására és mi-
nőségellenőrzésére vonatkozó 3AB1A irányelv, és az 
ICH (International Council for Harmonization) 
guideline Q5A (virális biztonság), a Q5B (expressziós 
konstrukciók) és a Q5D (sejt szubsztrátok) vonatkozó 
iránymutatásai szerint kell végezni [13].

A készítmény gyártás szempontjából a forgalomba 
hozatali engedély iránti kérelem benyújtása időpontjá-
ban a gyártónak megfelelő, sajátos referenciaanyagokat 
kell biztosítania, amelyek a gyártási tételek biológiai és 
fizikai-kémiai vizsgálatához összehasonlításként szol-
gálnak. A mAb-ok alapos jellemzéséhez az ICH Q6B 
iránymutatása szerint meg kell határozni a fizikai-ké-
miai és immunkémiai tulajdonságokat, a biológiai akti-
vitást, a tisztaságot és a szennyezők mennyiségét. A fi-
zikai-kémiai jellemzés magában foglalja a mAb primer 
struktúrájának (osztály, alosztály, könnyű lánc összeté-
tel) a meghatározását. Az aminosav szekvenciát kísér-
letileg megfelelő módszerekkel meg kell határozni; pl. 
peptid leképezéssel, tömegspektrometriás analízissel. 
Elemezni kell az N- és C-terminális aminosav szek-
venciák változékonyságát. Fontos a szabad szulfhidril 
csoportok, diszulfidhidak és a szénhidráttartalom, va-
lamint a glikolizációs helyek meghatározása. Jellemző-
en, a mAb-ok a nehéz láncon belül egy N-glikozilezési 
helyet tartalmaznak az Fc régióban. A gyártásra vonat-
kozó szabályozások szerint a gyártási folyamatot meg-
felelően le kell írni és validálni kell. Fókuszálni kell a 
gyártás közbeni ellenőrzésre („in process control”) 
(beleértve a termékminőségi jellemzőket és a folyamat 
paramétereit).  A validálási vizsgálatoknak legalább a 
következőkre kell kiterjedniük: 
–– bizonyítani kell, hogy az eljárás alkalmas, megfele-

lően meghatározott ellenőrzési stratégia szerint, 
konzisztens minőségi termék előállítására; 

–– biztosítani kell a folyamat termelékenységét (pl. a 
folyamathoz kapcsolódó szennyeződések, vírusok 
eltávolítása); 

–– demonstrálni kell, hogy minden egyes gyártási mű-
velet/ egység megfelelő módon működjön (pl. a tisz-
tító oszlop validálása, aszeptikus töltés).

A mAb-ok stabilitása

Mivel a mAb fehérjetermészetű anyag, így különböző 
tényezők hatására, mint pl. melegítés, fagyasztás, 
fény, pH és egyéb mechanikai behatások esetén fizikai 
és kémiai változásokat szenvedhet.  

A fizikai változások közé soroljuk a denaturációt, 
az adszorpciót, aggregációt és a precipitációt. A mAb-
ok esetében elsősorban az aggregációval kell számol-
ni. A kémiai változások között meg kell említeni a 
hidrolízist, a deamidációt, az oxidációt, a racemi
zációt, az izomerizációt stb. A mAb tartalmú készít-
ményekben elsősorban oxidáció, deamidáció és 
fragmentáció mehet végbe, amelyekkel a formulálás 
során reális rizikóként számolnunk kell és figyelembe 
kell venni a fejlesztés folyamatában.

Aggregáció

Folyékony készítményekben a fehérjék aggregációját 
több tényező is előidézheti. Különböző koncentrá
cióban alkalmazott proteinek formulálása intravénás 
(i.v.), intramuscularis (i.m.) és subcutan (s.c.) beviteli 
módra alkalmas formákban valósítható meg. Az anti-
testek alkalmazása kezdetben közepes koncentráció
ban (1-10 mg/ml) történt, ahol nem jelentkeztek hátrá-
nyos aggregációs folyamatok. A krónikus terápia 
azonban a mAb-ok nagyobb koncentrációban történő 
alkalmazását igényelte, így az s.c. történő beadási 
mód és az injekciós formulálás került előtérbe. Ezzel 
az aggregáció mértéke fokozottabbá vált. Bizonyos 
összetételű, 50 mg/ml-nél nagyobb koncentrációjú 
protein oldatok esetében nagyobb viszkozitással is 
számolni kell, amely egyrészt befolyásolja a beadási 
módot, másrészt stabilitási problémákat indukálhat.  
Megemlítendő, hogy léteznek ettől függetlenül olyan 
összetételek is, ahol a 100 mg/ml koncentráció ellené-
re, a stabilitás és az i.m. beadási mód problémamente-
sen biztosítható. A fehérje-fehérje kontaktus mértéke 
a koncentráció emelkedésével nő. Ezeket a kapcsoló-
dásokat dimerizációval, trimerizációval lehet stabilan 
megtartani. Nemcsak a növekvő koncentráció, hanem 
a hőmérséklet emelkedése is fokozza az energetikailag 
kedvezőbb aggregációt. Néhány antitest esetében az 
alacsony hőmérséklet reverzibilis önrendeződésre 
(gyenge ionos és hidrofób interakciók) hajlamosít, eze-
ket „krio-immunoglobulinoknak” nevezik. Megfigyel-
hető, hogy az aggregáció mértékét az enyhén lúgos 
kémhatás (pH 7,5-8,5) fokozza, míg a savasabb (pH 
6,5-7,5) csökkenti. Nagy só koncentráció (1M NaCl) 
szintén fokozhatja ezen anyagok dimerizációját [14].

Oxidáció

Általában a fehérjék és ezáltal a mAb esetében 
metionin és cisztein maradvány okozhat gyakran oxi-
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dációs problémát. A metionin az Fc domént hajlamo-
síthatja oxidációra, metionin szulfoxid keletkezésével. 
Míg a cisztein az Fc szerkezetben van jelen diszulfid 
párként, addig a páratlan cisztein azonban különböző 
régiókban oxidációs folyamatot válthat ki. Hasonlóan 
hisztidin, tirozin, triptofán és fenilalanin maradvá-
nyok oxidációhoz vezethetnek [15].

Deamidáció

Glutamin és főként aszparagin maradványok mutat-
nak hajlandóságot a deamidációra. A fény és a mAb-
ok nehézláncai közötti interakció vezethet ezen ami-
nosavak deamidációjához. Jellemző az aszparagin 
gyors hidrolitikus átalakulása aszparaginsavvá savi 
pH-n, ami lassú neutrális pH-n fehérje bomlásához ve-
zet. A deamidáció jelenti a fő forrását, továbbá a mAb 
töltési heterogenitását. Formulálás szempontjából a pH 
és az ionerősség azok a tényezők, amelyek változtatá-
sával a deamidáció mértéke minimalizálható [16]. 

Fragmentáció

A peptidkötés általában stabil, csak nagyon savas kö-
rülmények között és magas hőmérsékleten következik 
be a fragmentáció. Enyhe savas körülmények között, 
ahol az aszparaginsav maradékok nem ionizáltak, az 
aszparaginsav peptidkötések hasadása 100-szor gyor-
sabb, mint az egyéb peptidkötések esetén, leggyakrab-
ban aszparaginsav-glicin és aszparaginsav-prolin ami-
nosavak közötti kapcsolat eredményez fragmentációt. 
Azt is kimutatták, hogy az aszparaginsav maradékok 
hasításának aktivációs gátja ~ 10 kcal / mol-lal alacso-

nyabb, mint az aszparagin esetében, ami arra utal, 
hogy a fragmentáció általában az aszparagin maradék 
aszparaginsavvá történő deamidációja után követke-
zik be [17].

mAb tartalmú készítmények formulálási szempontjai

Mivel a mAb-ok fehérje természetű anyagok, ezért 
hasonló formulálási szempontokat kell figyelembe 
venni, mint egyéb fehérje típusú hatóanyagok feldol-
gozásánál. A késztermék két formában kerülhet forga-
lomba, folyékony gyógyszerformában, vagy szilárd 
liofilizátumként. A végső formát a „Target Product 
Profil” (TPP), azaz a termék profiljának minőségalapú 
előzetes meghatározása szabja meg, amelyet piackuta-
tás, formulálás és módszerfejlesztés útján határoznak 
meg „Quality by design” (QbD) módszerrel, vagyis a 
termék minőségét tervezés (fejlesztés) útján kell bizto-
sítani. A cél egy olyan gyártási folyamat megtervezé-
se, amely folyamatosan biztosítani tudja a termék elő-
re meghatározott minőségét [18]. A QbD megközelítés 
olyan eszközöket kínál, amelyek mind a fejlesztési, 
mind a gyártási tevékenységeket támogatják. Párhuza-
mosan fut a klinikai fejlesztés a termékfejlesztési fo-
lyamatokkal az ICH Q8 (R2), Q9, Q10 és Q11 irányel-
vek előírásai szerint. A 4. ábra bemutatja a biológiai 
gyógyszerek különböző fejlesztési szakaszait végig az 
engedélyezésig.

Segédanyagok a készítmények előállításában

A proteinek stabilizálására különböző segédanyagok 
alkalmazhatóak mind az oldatos forma, mind a liofili

4. ábra: A termék- és folyamatfejlesztés QbD szerinti mérföldkövei [19]
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zátum formulálása során, kezdve a gyógyszerforma 
előállításához szükséges anyagoktól, a célzott hatást 
segítő segédanyagokon át egészen pl. injekciók esetén 
a beadási fájdalmat csökkentő szerekig stb. Néhány 
alapvető segédanyag-csoport kerül ismertetésre a 
következőkben. 

A pH beállítására alkalmazott anyagok

A degradációs folyamatok, mint a deamidálás vagy az 
aszparaginsav izomerizáció pH-függő, ezért olyan se-
gédanyagokat kell alkalmazni, amelyek szabályozzák 
a pH-t. Erre a célra leggyakrabban puffereket használ-
nak. Ide tartozik az acetát-, citrát-, szukcinát- (pH 
3-6), foszfát-, hisztidin- (pH 6-8), trisz- (hidroximetil
aminometán) és karbonát puffer (> 8 pH). A kémhatás 
beállításánál gyakran alkalmaznak foszforsavat vagy 
nátrium-hidroxidot. Ez utóbbi esetben ügyelni kell 
arra, hogy a mAb érzékeny erős savakkal és lúgokkal 
szemben, ezért a kémhatás beállításánál ezen kompo-
nensek vizes oldatát alkalmazzák, a hatóanyagot pe-
dig az alacsony sav / lúg koncentrációjú oldatban old-
ják. Szacharóz tartalmú összetételek esetében nem al-
kalmaznak puffereket. A puffer-koncentráció általá-
ban alacsony (10-30 mM), ami elegendő pufferelést 
biztosít tárolás közben, az alkalmazás helyén pedig le-
hetővé teszi az oldat pH-jának gyors változását. Né-
hány só, mint például a dinátrium-foszfát hajlamos a 
kristályosodásra fagyasztáskor, és ez nagyban befo-
lyásolja a fehérje stabilitását a fagyasztás és felolvasz-
tás során.

Izotonizálásra alkalmazott anyagok

Leggyakrabban nátrium-klorid vagy kálium-klorid az 
alkalmazott komponens erre a célra. Szokásos men�-
nyiségük 50-200 mM, felhasznált mennyiségük az al-
kalmazott többi komponens koncentrációjától függ. A 
mannit és a glicin opcionálisan alkalmazható folyé-
kony formák esetében, ezek az anyagok inkább a liofi-
lezett formánál fordulnak elő. Oldat gyógyszerformá-
nál a mannit 5-50 mg/ml koncentrációban használatos, 
glicin esetében a szokásos koncentráció 0-7 mg/ml. 
További komponensek lehetnek a cukrok és cukoral-
koholok valamint egyéb anyagok pl. laktóz, szacharóz, 
trehalóz, szorbit, xilit, ribitol, mioinozitol, galaktitol, 
diolok (pl. 1,2-propilén-glikol), ammónium-acetát 
[20].

Nemionos felületaktív anyagok

A nemionos felületaktív ágenseket széles körben al-
kalmazzák aggregáció gátlás és újrastrukturálás előse-
gítése céljából. A poliszorbát 20 és 80 gyakran megta-
lálhatóak a forgalmazott készítmények komponensei 
között 0,0003-0,3%-ban [21]. Más segédanyagok is 

szóba jöhetnek, például Brij 35, Triton X-10, 
Poloxamer 188 és nátrium-dodecil-szulfát. Ezek a 
nemionos felületaktív anyagok megóvják a proteint a 
felületi (mozgatás, rázás) és a stressz hatás (fagyasz-
tás, liofilizálás és rekonstrukció) által indukált 
aggregálódástól. Kockázatot jelent viszont, hogy a 
gyakran alkalmazott poliszorbátok degradálódhatnak 
oxidáció és hidrolízis folytán, ezért bomlástermékük 
stabilitási problémákat okozhat.

Mikrobiológiai tartósítószerek

A konzerváló szerek biztosítják az egyszeri és több-
adagos készítmények mikroorganizmus mentességét, 
pl. benzilalkohol, m-krezol és fenol. Ki kell azonban 
hangsúlyozni, hogy a tartósítószerek gyakran protein 
aggregációt okozhatnak bizonyos koncentrációban, 
hőmérsékleten az idő függvényében. Így a benzil
alkohol nagyon gyorsan indukál aggregációt a rekom
bináns IL-1 receptor antagonisták esetében. Szacharóz 
ko-szolvensként történő alkalmazásával elnyomható a 
tartósítószer hátrányos hidrofób sajátsága, amely az 
instabilitás oka lehet.

Protein stabilizáló segédanyagok

Az alkalmazásra kerülő segédanyagok (poliolok, cuk-
rok, aminosavak, aminok stb.) a fehérjék natív formáját 
stabilizálják. Általában 0,1 M – 1 M koncentrációban 
fejtik ki protektív hatásukat vizes közegben. Növelik a 

II. táblázat 
Különböző segédanyagok alkalmazási gyakorisága  

a mAb-ok formulálása során [24]
Segédanyag Folyékony 

forma (%)
Liofilizált  
forma (%)

Poliszorbát 80 62 45
Poliszorbát 20 12 36
Poloxamer 188 4 0
Mannit 8 9
Szorbit 0 9
Szacharóz 15 82
Trehalóz 12 18
Dextróz 0 9
Dextrán 40 0 9
NaCl 62 18
Arginin 12 0
Glicin 12 0
Metionin 4 0
Aszkorbinsav 4 0
Nátrium-acetát 0 9
Foszfát-puffer 35 27
Citrát-puffer 12 9
Acetát-puffer 23 0
Tris-puffer 4 0
Szukcinát 0 9
Hisztidin 38 27
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fehérje olvadáspontját, csökkentik az enzim aktivitást 
és a fehérje aggregációt. Bizonyos segédanyagok, réte-
get alkotva a proteinek felületén kirekesztik a felesle-
ges vizet. Ez a folyamat kifejezetten a polimerekre, 
mint ko-szolvensekre igaz. Számos cukor, poliol és só 
mutat taszító interakciót, amely által a proteinek felüle-
téről leszorulnak [22]. Az aminosavak különböző me-
chanizmusokkal stabilizálnak: direkt proteinkötés, 
puffer kapacitás, antioxidáns hatás és kedvező leszorí-
tás. A hisztidint pufferanyagként alkalmazzák antitest 
tartalmú készítményekben, és mint antioxidáns, meg-
tisztítja a hidroxil gyököktől az oldatot. A glicin is al-
kalmas pufferelő szer, de térfogatnövelő anyagként is 
alkalmazható liofilezés során. Az arginint már széles 
körben használják szolubilizálószerként a tisztítási lé-
pések során, valamint mobil fázis komponenseként a 
HPLC analitikában. Az arginin esetében igazolták, 
hogy rendkívül hatékony a szuppresszív aggregációnál 
[23], csökkenti a fehérje aggregálódását hő- vagy 
karbamid-indukálta denaturálás esetén, de ezzel nem 
növeli a fehérje termikus stabilitását.

Forgalomban lévő mAb segédanyagok
 
A következőkben áttekintést nyújtunk a forgalomban 
levő mAb készítmények segédanyagairól. Kang és 
munkatársai 37, a terápiában gyakran alkalmazott 
mAb formuláció esetében (magában foglalva fragment 
antigén kötést és antitest-hatóanyag konjugátumokat 
is) 25 folyékony és 12 liofílezett terméket vizsgáltak. 
Általában a mAb koncentráció 2-200 mg/ml között 
található. A II. táblázat a segédanyagok százalékos al-
kalmazási gyakoriságát mutatja be az egyes 
formulációk tekintetében [24].

A hisztidin és a foszfát-puffer minden harmadik 
összetételben szerepel kb. 30%-os gyakorisággal. A 
legtöbb esetben (80%) a felületaktív anyagok közül a 
poliszorbát 80, 20 és Poloxamer 188 kerül alkalma-
zásra. Minden fagyasztva-szárított készítmény tartal-
maz poliolokat/diszacharidokat/poliszacharidokat, 
mint például mannit, szorbit, trehalóz, szacharóz és 
dextrán 40. A leggyakoribb ezek közül a szacharóz, 
amely a liofilizált termékek több mint 80%-ában van 
jelen. A cukrok a szükséges térfogatot biztosítják, va-
lamint stabilizálják a fehérjéket. A poliolok/disza
charidok/poliszacharidok csoportja a folyékony ös�-
szetételek 30%-ában is megtalálható. A sók közül a 
NaCl kerül gyakran felhasználásra (~50%). Két ami-
nosav (arginin és glicin) az esetek kb. 20%-ában van 
jelen. Az antioxidánsok közül az aszkorbinsav, 
metionin, etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) kerül-
nek alkalmazásra. A kelátképzők feltehetően megelő-
zik a nehézfém indukálta oxidációt. Szükséges meg-
jegyezni, hogy az említett anyagok kisebb gyakori-
sággal fordulnak elő; rendszerint a három antioxidáns 
együttesen is használható [25]. 

Kihívások a mAb-ok előállítása és alkalmazása 
során

Injekciós készítmények (oldatos rendszerek és 
liofilizátumok)

Napjainkig az antitestek alkalmazása elsősorban in-
jekciós i.v., i.m., és s.c. és infúziós beadási módokra 
korlátozódott. Az s.c. bevitel azoknál a mAb-oknál in-
dokolt, amelyek i.v. beadást követően gyakran nem 
várt mellékhatások jelentkeztek. Az s.c. alkalmazás 
általában kisebb mennyiségre korlátozódik, amely 
nem haladja meg az 1,5 ml-t, azonban a szöveti ellen-
nyomás, szivárgás következtében gyógyszervesztés 
következhet be és fájdalmat okozhat a beadás helyén. 
Ezen fájdalom csökkentésére törekszik számos gyógy-
szergyártó, mind a segédanyagok változtatásával, 
mind pedig a beadási térfogat csökkentésével. Példa-
ként az adalimumab tartalmú Humira® (Abbvie) ké-
szítményt említhető, amelyet reumatológiai, gasztro
enterológiai és dermatológiai indikációkban is  alkal-
maznak. A s. c. adagolású gyógyszert a betegek saját 
maguk alkalmazzák és a beadás kényelmesebbé téte-
léért nemrég egy új, nagyobb koncentrációjú, citrát
mentes formulát fejlesztettek ki. A klinikai vizsgála-
tok összesített adatai alapján statisztikailag szignifi-
káns különbséget figyeltek meg az injekció beadásá-
nak helyén fellépő azonnali fájdalomban az adali
mumab 40 mg/0,8 ml és az adalimumab 40 mg/0,4 ml 
formulációi között (P < 0,001). Ez utóbbi készítmény 
84%-os medián fájdalomcsökkenést mutat az injekció 
beadásának helyén, ami jobb együttműködést  ered-
ményezett a kezelt betegeknél [26, 27].   

A terápiás aktivitás növelése érdekében nagy kon-
centrációjú mAb injekciós készítmények (100 mg-
1000 mg/dózis) előállítása a cél, ami újabb kihívást je-
lent a gyártóknak. Ezt a nagy dózist s.c. alkalmazás 
esetén kevesebb, mint 1,5 ml térfogatban kell 
formulálni (FDA követelmény) és a koncentráció lehe-
tőség szerint haladja meg a 100 mg/ml-t [28]. A fő ki-
hívást az injekciós oldat előállítása, annak stabilizálá-
sa, alkalmazhatósága és nem egyszer az analitikai 
vizsgálat kivitelezése jelenti. 

Mivel oldatos forma előállítása a cél, s a készítmény 
akkor elfogadható, ha az vizuálisan tiszta és nincs 
benne szedimentálódott részecske még 30.000 G, 
30 perces centrifugálás után sem, ezért növelni kell a 
mAb oldékonyságát (pl. szacharózzal). Általában a ké-
szítmények hipertóniásak, tehát szükség van izo
tonizálásra is. A mAb oldékonyságának növelésénél 
annak konformációja is változhat. Hipertóniás készít-
mény vagy az ionerősség megváltoztatása a protein 
aggregálódásához vezethet.  

A nagy koncentrációjú mAb oldatok nagy viszkozi-
tásúak, ez nagyobb gyártási veszteséget jelenthet, ami 
a költségeket növelheti. Szűrési problémák is (ultra
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filtráció) adódhatnak pl. eltömődik a szűrő, hosszabb 
szűrési idővel kell számolni. Célszerű az oldat viszko-
zitását csökkenteni pl. pH változtatással, pufferek, 
sók, aminosavak és cukrok alkalmazásával, valamint 
a hőmérséklet emelésével. Ez mind további stabilitási 
problémát vethet fel. Amennyiben liofilezésre van 
szükség, akkor az a költségeket tovább növeli. A nagy 
viszkozitású oldat alkalmazási nehézségeket (tű lu-
men, veszteség a fecskendőben) is jelenthet.

Ha az oldatos és a liofilizált készítmények alkal-
mazhatóságát tekintjük, akkor kihívást jelent az is, 
hogy saját alkalmazás esetén a betegek elsősorban az 
oldatos formát fogadják szívesebben. Az oldatos for-
ma alkalmazása kényelmesebb a végfelhasználók szá-
mára, és javítja a betegek compliance-ét, mivel a ter-
mék feloldása nem szükséges. Ezen kívül az adagolási 
pontosság is jobb lehet, mint egy feloldandó szilárd 
adagolási forma esetében, mivel jelentős mértékű hiba 
léphet fel az oldás során hozzáadott térfogat mérése-
kor. A liofilezett termék esetében beadás előtt készül 
el az injekciós készítmény. Az oldószer hozzáadása 
során azt a porampulla falán kell lecsorgatni a 
liofilizátumra, s az oldás során erőteljes rázást nem 
szabad alkalmazni, csak meghatározott számú óvatos 
keverő mozdulat végezhető. Csak a tiszta, üledékmen-
tes oldat használható fel. Tehát ebben az esetben is fo-
kozottan szükséges az együttműködés a beteg részé-
ről.

Antitesttel funkcionalizált nanohordozók

A nanohordozók olyan nanostrukturált egységek 
(liposzóma, viroszóma, nanokapszula, polimer micel-
la stb.), amelyek mind a belsejükben, mind a felületü-
kön megköthetnek bizonyos anyagokat, pl. a mAb-
okat is. Ezáltal mAb-bal funkcionalizált nanoanyagok 
lesznek, amelyek a célzott terápiában nagy jelentősé-
gűek. A targetálást segítik az egyéb ligandok is pl. a 
sejtpenetráló peptidek stb. (5. ábra).

A funkcionalizált nanohordozók egyik csoportjá-

ba tartoznak azok a rendszerek, amelyekhez tumor 
diagnosztikában is alkalmazható mAb köthető. Ilyen 
pl. a trastuzumab-bal funkcionált nanorészecske. 
Példánkban a nanorészecske mágnesezhető magot 
tartalmaz, ami lehetővé teszi a mágneses rezonanci-
án alapuló képalkotást.  Az antitest szelektíven kötő-
dik a 2-es típusú humán epidermális növekedési fak-
tor receptornak nevezett (HER2) antigénhez, ami bi-
zonyos daganatos sejtek felületén található. A recep
torkötődéssel egyidejűleg a mágneses nanorészecs
kék jelet adnak, s kirajzolódik a tumor. Mivel a 
trastuzumab a HER2-höz kötődik, megállítja a tu-
moros sejtek növekedését és azok pusztulását okoz-
za, tehát a diagnosztizáláson túl a trastuzumab-nak 
terápiás hatása is van.

Perorális, nazális és pulmonális bevitel

A hordozórendszerek fejlődésével a jelenlegi trendek 
további beviteli kapukon keresztüli antitest alkalma-
zást is lehetővé tesznek. Ezek az útvonalak invazívak, 
könnyebbé teszik az öngyógyszerelést is, így hatéko-
nyabbak lehetnek. Kisebb mennyiségű hatóanyagot 
tartalmaznak, mivel az alternatív beadási mód segítsé-
gével a hatóanyag gyorsabban az alkalmazás helyére 
juttatható. Néhány tanulmány szerint az i.v. infúzióval 
bejuttatott antitestek hajlamosabbak a proteolízisre, 
mint az i.m. injekcióval bejuttatottak. A szacharózzal 
stabilizált immunglobulinok pedig számos esetben 
akut veseelégtelenséget váltottak ki i.v. infúzióval tör-
ténő alkalmazás során. 

Az egyik alternatív beviteli mód a perorális alkal-
mazás lehet. Az intesztinális lumenből történő antites-
tek felvétele a magzati Fc receptorokon keresztül 
(FcR) valósul meg az enterociták apikális felületén. 
Ezt a természetes antitest felvétel mechanizmust ere-
detileg újszülött rágcsálók gasztrointesztinális (GI) 
traktusát vizsgálva azonosították. Ezt követően tesz-
telték a receptor jelenlétét a felnőtt szervezetben és 
megállapították, hogy a felnőtt szervezet is képes 
expresszálni a receptort antitest adagolást követően. 
Bár ez az alternatív út életképesnek tűnik, az antites-
tek stabilitása a GI-traktusban és az endogén antites-
tekkel történő versengés drámai módon csökkenti a 
felvétel hatékonyságát perorális kezelést követően. 
Ezen a speciális mechanizmuson kívül semmilyen 
más transzcelluláris mechanizmus nem ismert, ami a 
mAb-okat hatékonyan átjuttatja a GI-traktus hámsejt-
jein [30].

Sokkal ígéretesebb alternatív beviteli kaput jelent 
az intranazális és pulmonális bevitel. A légzőrendszer 
kevésbé agresszív környezetet jelent egy beadott fe-
hérje számára mint a GI-traktus. Mindazonáltal a ter-
mészetes clearance következtében a hatóanyag tartóz-
kodási ideje drasztikusan lecsökken a beadás után; 
míg ha emulzióban vagy polimer hordozó rendszerben 

5. ábra:  Antitesttel funkcionalizált nanohordozó  
vázlatos képe [29]
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adjuk be a mAb-ot a clearance lassítható. Aeroszolok 
és száraz porinhalátorok is kiválóan alkalmazhatók a 
mAb terápiában [31]. A száraz porinhalátorok formu
lálásánál fontos paraméter a szemcseméret, aminek 
1-5 µm közé kell esnie, hogy a bevitel során lejusson 
az alkalmazás helyére, ott deponálódjon, a kilégzéssel 
pedig ne távozzon a légző rendszerből. 
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Katona G.; Ambrus R.; Csóka I.; Szabó-Révész P.: The as-
pects of development of monoclonal antibody containing 
products from production to formulation

This article provides an overview of the most important in-
formation about monoclonal antibodies (mAbs). It discuss-
es the biotechnological production of mAbs in connection 
with the regulatory background. Regarding the biological 
formulation of mAb-containing compositions, it also dis-
closes excipients for stabilization in both liquid and lyophi-
lized form. In a separate section, new challenges of mAbs 
are summarized. The use of mAbs in tumor and other (e. g, 
rheumatoid arthritis, psoriasis) therapy is nowadays essen-
tial, therefore a knowledge with them is a basic professional 
requirement.

Szegedi Tudományegyetem, Gyógyszertechnológiai és Gyógyszerfelügyeleti Intézet 
Szeged, Eötvös u. 6. – 6720

     A dolgozathoz tartozó tesztkérdések az utolsó oldalon találhatók


